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 چکیده

عنوان ماهی به( Huso huso)رشدی فیل ماهیآلیزارین رد با موفقیت برای مراحل مختلف  -آمیزی آلسیان بلودستورالعمل رنگ

جهت کسب بهترین دستتورالعمل رنتگ آمیتزی، انتدازه متاهی و      . اسکلتی تهیه شد( فردزایی)مدل خاویاری، جهت مطالعات تکوین 

 رار آمیزی بافت را تحت تاثیر قت خصوصیات ریختی آن در هر یک از مراحل رشدی مورد توجه قرار گرفت چرا که این فاکتورها رنگ

 ؛(TL)میلتی متتر    11 -02: آمیزی در طی این مطالعه مشخص شدمرحله رشدی مشخص برای بهترین دستورالعمل رنگ 3. دهدمی

 طور کلی جهت رنگ آمیزی اسکلتی از رنگ آلسیان بلو و آلیزارین رد به(. TL)متر میلی 32و بالاتر از  32؛ (TL)متر میلی 01 -02

کار رفته جهت های بهمدت زمان انکوباسیون برای هر یک از محلول. شودغضروف و استخوان استفاده میترتیب برای رنگ آمیزی به

جایی که از آن. خوبی تنظیم شدها برای هر یک از مراحل رشدی بههای غضروفی و استخوانی بدون آسیب به بافتنفوذ رنگ به بافت

با این دستورالعمل ( متر میلی 02و  11ترتیب به)نی شده لاروهای بسیار کوچک های تازه غضروفی شده و یا تازه استخواتشخیص بافت

های اسکلتی در لاروهای کوچک و بررسی تاثیر تواند برای مطالعات تکوینی اسکلتی، بدشکلیپذیر است، این دستورالعمل میامکان

 .فید باشدای بر میزان استخوانی شدن ماهیان خاویاری معوامل مختلف محیطی و تغذیه
 

 آلیزارین رد -آمیزی اسکلتی، آلسیان بلو، رنگ(Huso huso) ماهیان خاویاری، فیل ماهی تکوین اسکلتی، :کلمات کلیدی
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 مقدمه
شناسی و پزشکی نیازمند   های زیستمحققان بسیاری در زمینه

 . باشددددن مطالعدددده بددددتروی سدددداتیارهای  سددددک یی مددددی

 CT-Scanningو  هدای ر دیللدل ی  رغم پیشدتتت ککنید   ع ی

 متوزه  ،( سیخل نی -غضتوتی)بت ی مطالعه ساتیارهای  سک یی 

کحقیقدداب بسددیاری در زمیندده مطالعدده تنددیی سدداتیارهایی در 

آمیدزی  هدای رند    ی بده رو  ملجلد ب کثبیدت شد ه و مدلزه   

هدای  در تن  دهه  تیت دسیلر لعمل. باشن میکی می تیصاصی 

  سددیخل نی بددت ی  -آمیددزی سدداتیارهای غضددتوتیمیعد د رندد  

 ویدد ه ماهیددان بدده تدداا رسددی ه  سددتهد ر ن مخی ددب بددمهددته

(Dingerkus و Uhler ،1977 ؛Taylor و Van Dyke ،5891 ؛

Potthoff ،5891). هددا جهددت مطالعدداب  دسددیلر لعمل  یددی 

تندیی روند    شناسی و جزئیاب ساتیارهای  سک یی و همریخت

مخی دب رشد ی   کلسعه و ککلیی  یی ساتیارها در طی مت حدل  

و همکددار ن،  Wagemans) مددلرد  سددی اده  ددت ر اتتیدده  سددت

و  Gavaia ؛0222و همکددددار ن،  Koumoundouros ؛8991

علاوه بت  یدی،  (. Power ،0228 و Faustino ؛0220همکار ن، 

عنل ن  بز ری جهت آمیزی ساتیارهای  سک یی بههای رن رو 

عل مدل مخی دب    بتآورد  ثدت ب  و های  سک ییمطالعه ناهنجاری

 مدداهی بسددیاری  ز  ی در کی یددت  سددک یی ورو و ب دده کغذیدده

تددت هم آورده  سددت کدده  یددی   ر هددای پتورشددی ماهیددان الندده

پتوری بسیار ملرد کلجده  های  سک یی در صنعت آبزیناهنجاری

و همکدار ن،   Mazurais؛ 0282و همکار ن،  Darias)  نباشمی

؛ 0229، 0221 و همکدددددددار ن، Ferna´ndez؛ 0229، 0221

Verhaegen ،0222 .)هدای  جایی که نیازمن ی هتحال  ز آنهب

کن ، کشخیص زود هنگام غذ یی در طلل ککلیی وروی کغییت می

و سدایت   کل ن  در کعییی کداثیت مدل د غدذ یی   می کغییت ب  سک یی

عل مدل مخی  دی  ز   . ل مل در مت حل  بی  یی وروی ملثت باشد  ع

 ی و سدایت  ی، محیطی،  نییکدی، کغذیده   بیل عل مل تیزیللل یک

 ماهی پتور  ورو و ب ه ر  عل مل ناشناتیه، ساتیارهای  سک یی

و  Lall)  ند کحدت کداثیت  دت ر ده   کل نن  میهای مخی ب ر  النه

Lewis-McCrea ،0222 .) 

هددای مددلرد مطالعدده هددای  سددک یی النددهوی اددیبددا کلجدده بدده

ینه و  ر ئه ش ه  ست کا به ،آمیزی میع دیهای رن دسیلر لعمل

عندل ن دسددیلر لعمل  سدیان  رد در مطالعدده کغییددت ب   هبیل ند  بدد 

های  سک یی و  سک یی آن اتوه  ز آبزیان در مطالعاب ناهنجاری

 دتد سددددی اده ادددد ،مطالعدددداب ککددددلینی و سددددایت مددددل رد

(Koumoundouros  ،1997و همکدددار نa,b ؛Ferna´ndez  و

 Marino؛ 0220مکار ن، و ه Gavaia؛ 0221،0229همکار ن، 

 Mazurais ،0221؛ Daoulas ،8998؛ 8991و همکددددددار ن، 

 ز سددلی دیگددت حیددی در  .(0282و همکددار ن،  Darias؛0229،

ها با کلجده بده   طلل دوره ککام ی نیز نیاز  ست  یی دسیلر لعمل

سدازی شدلد،   کی یت ساتیارهای مت حل مخی ب ککلینی بهینده 

یدت ب بداتیی و سداتیاری در    زمان با رشد  مداهی کغی  تت که هم

های مخی ب جهت کامیی نیازهای عم کدتدی آن النده ر     ن  م

کدتیی دوره بدت ی   دوره وروی ماهیان  ز جم ه حسدا  . ده می

باش  که با کلجده بده   مطالعاب کغییت ب  سک یی و یا ککلینی می

ایددتی کغییددت ب سددتین و نیدداز بدده کشددخیص مت حددل شددکل   

 هددای کهیدده دسددیلر لعمل ،نی سددیخل  -سدداتیارهای غضددتوتی

کل ن  کمد   های مخی ب ماهیان میسازی ش ه بت ی اتوهبهینه

 . زیادی  ز نظت زمانی به محققان نمای 

مت حدل   بدت ی  آمیدزی دسدیلر لعمل رند    کهیهدر  یی تصلص 

کل ن  جهت کشدتی  ککدلیی   میماهیان تاویاری مخی ب ککلینی 

یلرهدای مخی دب بدت    جهت بتآورد  ثت ب تاکتنیی و هم سک یی 

 اتته  طلاعاب مخیصتی در . های  سک یی م ی  باش ناهنجاری

 تصددلص سدداتیار  سددک یی ماهیددان تاویدداری در دسددت  سددت

(Birstein  ،؛ 0220و همکدددددار نGrande  وBemis ،8998 ؛

Findeis ،8991 ؛Grande  ،؛ 0220و همکدددددددار نHilton  و

ص ککدلیی   ی در تصدل ولی کداکنلن مطالعده  (. 0288همکار ن، 

 عندل ن  تصدلص تیدل مداهی بده    هری بد یدا  سک یی ماهیدان تاو 

 یدی  . نشد ه  سدت   ر یهشی کشلر  رکتیی ماهی تاویاری پتومهم

 مطالعددده بخشدددی  ز یددد  مطالعددده ککدددلیی سددداتیارهای    

ماهیدان  ) سدیخل نی   -ماهیدان غضدتوتی   در غضدتوتی  - سک یی

مددی باشدد  کدده در آن تندد یی   ( Acipenseridaeتاویدداری؛ 

  ر یهآمیزی می  ول که بت ی ماهیان  سیخل نی لعمل رن دسیلر 

، Van Dykeو  Taylor؛ Uhler ،8922و  Dingerkus)شدد ه 

مخی دب  آمیدزی مت حدل   بت ی رن  ،(Potthoff ،8911 ؛8911

عنل ن ماهی م ل تاویاری، به( Huso huso) تیل ماهی ،رش ی

ا ی  در طی ی  تتآین  آزملن و تط وملرد  سی اده  ت ر اتتت 

دسیلر لعمل بهینه بت ی مطالعاب ساتیارهای  سدک یی ماهیدان   

 نیدای   یدی کحقیقداب    .  اتدید کهیده   تلقمت حل  بت یتاویاری 

کل ن  در مطالعداب آکدی محققدان در مطالعداب سداتیارهای      می

 . سیخل نی ملرد  سی اده  ت ر ایتد - سک یی ماهیان غضتوتی
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 هامواد و روش

  برداریشرایط پرورشی و نمونه
ملرد مطالعه  ز  (Huso huso)ورو و ب ه تیل ماهی 

 نسیییل کحقیقاب ماهیان تاویاری شهی  د دمان  سیان ایلان 

وروها در  بی  ی آزمایش در تهار مخزن . کهیه اتدی 

ورو در لییت کقسیم  02لییتی با کت کم  ولیه  11تایبتالا  

ات د، سانیی درجه 82کا  81در طی آزمایش دما بیی . ش ن 

اتم در می ی 0اتم در لییت،  کسی ن مح لل باوی  1/2شلری 

پس  ز  12کا روز  0وروها  ز روز . لییت و تیلپتیلد معمللی بلد

ورو  ز  12.ک تیخ با غذ ی زن ه و دسیی ملرد کغذیه  ت ر اتتین 

و  12، 10، 00، 02، 81، 9، 0، 1هت مخزن در روزهای ص ت، 

آمیزی ساتیارهای  سک یی و رن  پس  ز هچ جهت 12

 .بتد ری ش ن مطالعاب ککلیی  سک یی نملنه

  هاتثبیت نمونه
درص  تنثی شد ه   1بتد ری ش ه در تتمالیی وروهای نملنه 

شناسدی  کثبیت و پس  ز ثبت مشخصاب بده آزمایشدگاه زیسدت   

آبزیان د نشک ه منابن طبیعی د نشگاه کهت ن جهت طی مت حدل  

 .ن العاب ککلیی  سک یی منیقل ش آمیزی و مطرن 

 ها شستشو و آبدهی نمونه
آمیزی، بتتدی مطالعداب، بده کداثیت      بل  ز شتوع مت حل رن 

 هدای مدلرد مطالعده  شداره شد ه  سدت      دهی نملنده مناسب آب

(Gavaia  ،0222و همکار ن)   و در بتتی دیگت به ع م کاثیت یدا

. ره ش ه  ست یی ملضلع  شا (Potthoff ،8911) کاثیت نامناسب

 هدا  بدل  ز شدتوع    دهی نملنهدر  یی مطالعه به بترسی کاثیت آب

ها به دو ادتوه کقسدیم   ها پتد تیه ش  و نملنهآمیزی نملنهرن 

صدلرب   ی بده هدا در ردتوش شیشده   اتوه  ول که نملنده . ش ن 

. در هت رتش ی  نملنه  ت ر د ده ش .  ن ت دی  نیقال د ده ش ن 

کا زمان تتو رتیی وروها به کب ردتش مدلرد   وروها با آب مقطت 

د یقه  1 نکلباسیلن  ت ر اتتین  و سپس دوبار و هتبار به م ب 

ها بد ون  با آب مقطت شسیشل د ده ش ن ، و اتوه دوم که نملنه

 .آمیزی ش ن طلر مسیقیم و رد مت حل رن هدهی بآب

هدا، جهدت   آمیدزی نملنده  تنیی  بل  ز شتوع مت حل رن هم

بی بده بهیدتیی دسدیلر لعمل در طدلل دور ن رشد  تیدل       دسییا

متح ه رش ی مشخص در طی  یدی مطالعده مشدخص     1ماهی، 

میدت  می دی  2/1کدا   2/0؛ (طدلل کدل  )میت می ی 1/0کا  1/1: ش 

 (.TL؛ طلل کل)میت می ی 1/81کا  1/80؛ (طلل کل)

 

  آمیزی غضروف و استخوانرنگ
آمیددزی ندد در مطالعدداب مخی ددب دو دسددیلر لعمل جهددت ر 

آمیزی ج  اانه غضتوش و  سیخل ن ماهیان  ر ئه ش ه  ست؛ رن 

زمان غضتوش و  سدیخل ن  آمیزی همغضتوش و  سیخل ن و رن 

در  یددی مطالعده بدده مقایسده  یددی دو رو  در   . در ید  متح ده  

 در رو   ول  بید   بده   . مت حل مخی دب رشد ی پتد تیده شد     

 سددازی، یآمیدزی غضدتوش و سددپس بعد   ز مت حدل تنثد     رند  

. آمیزی  سیخل ن پتد تیده شد   سازی، به رن بتی و ش اشرن 

 90لییدت  کدانلل   می دی  122اتم آلسدیان ب دل،   می ی 822میز ن 

لییت  سی   سدیی  بدا یکد یگت مخ دلا و  ز     می ی 022درص  و 

هدا  لییت در هت رتش   ضاته و نملنهمی ی 0دست آم ه مح لل به

.  ند  ملرد  نکلباسیلن  ت ر اتتیهات د درجه سانیی 12در دمای 

 1هدا در مح دللی شدامل    نملنهآمیزی  سیخل ن نیز، جهت رن 

درصد  بده نسدبت    KoH 8مدت ه  هاتم در لییت آلیدز ریی رد بده  

 اتتدت  دت ر    نکلباسدیلن مخی ب ملرد  هدای زمانمساوی در م ب 

 (. 8 ج ول)

زمدان غضدتوش و  سدیخل ن    آمیدزی هدم  در رو  دوم به رن 

 آمیدزی رند   و سدازی ش اش مت حل شتوع  ز  بل. ش  پتد تیه

 میکتولییدت 82 شدامل  که Double مح لل سازیآماده به نسبت

 آمیزیرن  جهت باش ،می  لب مح لل لییت می ی 8+  ب مح لل

 1:  لب شدامل  ش  که مح لل     م  سیخل ن و غضتوش زمانهم

 در  MgCl2 ادتم   Alcian blue   +0.1درص   0.4لییت  می ی

؛ درصدد 22  کدانلل  لییددت می دی  1+ آب مقطددت لییدت  می دی  822

 آب در   Alizarin red  درص   2.1: و مح لل ب شامل مح لل

 .بلد مقطت

  کانلل لییتمی ی 8 با ش ه تیکس هایدر  یی رو ،  بی   نملنه

. د یقه شسیشل د ده ش ن  82 م ب به( نملنه هت  ز ءبه)درص   12

در ( نملنه هت  ز ءبه) Double مح لل  لییت یمی 8 ها باسپس نملنه

ملرد  نکلباسیلن  ت ر د دن،  ککان با همت ههای مخی ب م ب زمان

  ز ءبه) مقطت آب لییتمی ی 8 با هادر  د مه نملنه. (8ج ول )اتتت 

 . د ده ش ن  شسیشل( نملنه هت

 سازی خنثی
 ز  ها جهت ج لایتیهای نملنهمان ه  سی  در باتتبا ی

ها در وسی ه  ت ر د دن نملنهها بههضم غضتوش و  سیخل ن نملنه

د یقه  1درص  به م ب KOH 8درص  در 822مح لل  کانلل 

  .تنثی ش 

 دهی دوباره آب
 آمیزیرن های که غضتوش و  سیخل ن ج  اانه ملرد در نملنه
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هدا  بدل   دهی آنها و ع م آبدهی مج د نملنه ت ر اتتین ، آب

هدا در  نملنده . آمیزی  سیخل ن ملرد مقایسه  ت ر اتتین رن  ز 

 ی د یقه 81در دو زمان ( درص 81و  12، 22، 91)ستی  لک ی 

ور دهی دوباره  ت ر اتتین  و سپس در آب مقطت غلطهملرد آب

 هها مج د ً بد در نهایت نملنه. نشیی شلن ش ه کا در که رتش که

 .ن  د یقه در آب مقطت  ت ر د ده ش 1م ب 

  بریرنگ
 H2O2 1حجدم   8)بدتی  ها با  سی اده  ز  مح دلل رند   نملنه

هدای مخی دب   در مد ب زمدان  ( درص KoH 8حجم  9درص  و 

 (.8ج ول )بتی ش ن  ها رن بسیه به میز ن رن  و  ن  زه نملنه

 سازی شفاف
دلیددل وجددلد سدداتیارهای پتوکشینددی مشدداه ه د یدد    هبدد 

همدیی دلیدل سداتیارهای    هب. ساتیارهای  سک یی دشل ر  ست

در رو  . ها به دو رو  هضم شد ن  پتوکشینی ملجلد در نملنه

حجم س یم بلر ب  1حجم آب مقطت،  2) ول  ز مح لل آنزیمی 

بدا   MgCl2و در رو  دوم  ز مح دلل  ( اتم کتیپسیی 0 شباع و 

مدلور، در مد ب   می دی  12و  12،02، 02هدای مخی دب   غ ظت

ات د  نجام شد ن  و  درجه سانیی 12های مخی ب در دمای زمان

یابی به بهیتیی رو  در طدی مت حدل    یی دو رو  جهت دست

 .مخی ب رش ی مقایسه ش ن 

 شستشوی نهایی 
د یقه در آب  1م ب در  یی متح ه کمامی وروها  بی   به

کا  ز بیی رتیی کمامی  درص KOH 8مقطت و سپس در مح لل 

  .ایتن می های  ضاتی و ش اش ش ن ب ن  ت ررن 

 گیری آب
سدازی و  ها بت ی ذتیتهسازی نملنهدر  یی متح ه جهت آماده

ها در طی زمان نگهد  ری، آب  ضداتی   ج لایتی  ز آسیب نملنه

ساعت  1)درص  KOH 8 -ستی ا یستولها با  سی اده  ز نملنه

 02درص  و در  د مه KOH 8درص   02+ درص   12ا یستول 

( درصد  KOH 8درصد    12  و درصد  22ساعت در ا یسدتول  

 .اتتیه ش 

 ها سازی نمونهذخیره
-درص  ذتیدته 822آمیزی ش ه در ا یستول های رن نملنه

زدای مق  ر کمی کیمدلل  جهت ج لایتی  ز  ارچ. سازی ش ن 

 . ها  ضاته اتدی سازی نملنهبه رتوش ذتیته

 ها تصویربرداری از نمونه
مطالعداب  سدک یی  ز   هدا بدت ی   جهت کصلیتبتد ری  ز نملنده  

در .  سدی اده شد    Epson V600ها با  سکنت رو   سکی نملنه

کده  ا یسدتول   مامد آمیزی شد ه در ح های رن نملنه یی رو  

 یجاد شد ه بدلد    Epson V600 سکنت   یبتروی ص حه شیشه

وزم ( 8 شدکل ) و  سکی شد ن   ش ه صلرب  ن ت دی  ت ر د دههب

 سکنت نیز به شتطی کده کل ندایی   های دیگت ذکت  ست  ز نملنهبه

کدل ن  زمدان د شدیه باشدن  نیدز مدی      سکی  ز باو و پاییی ر  هم

 .  سی اده نملد

 

 نتایج 
آمیدزی  های ملجلد جهت رن سازی رو نیای  حاصل  ز بهینه

 سک یی ماهیان تاویاری جهت سهللت  سی اده سایت محققان بده  

 (. 0 جدد ول)صدلرب یدد  جد ول ج  ااندده اددز ر  شد ه  سددت    

آمیدزی شد ه در   هدای رند   تنیی کصاویت کهیه ش ه  ز نملنده هم

. باش  ابل مشاه ه می 0های طللی مخی ب در کصلیت شماره اتوه

شلد  جز ء  سیخل نی به رن  طلر که در کصاویت مشاه ه میهمان

با کلجده بده کصدلیت    . باشن  تمز و  جز ء غضتوتی به رن  آبی می

میز ن  سیخل نی ش ن با کلجه با کداهش  با  تز یش سی  ،0شماره 

وزم به . یاب ها،  تز یش میرن  آبی و  تز یش رن   تمز در نملنه

-هدای کصدلیت  ذکت  ست به دلیل محد ودیت بزرانمدایی و جهدت   

های بتد ری بت ی از ر  نهایی در مقاله، تقط سط  جانبی نملنه

عه د ی  رو جهت مطالملرد مطالعه نمایش د ده ش ه  ست،  ز  یی

هدا بدا   هدا بترسدی د ید  نملنده     جز ء  سک یی و روند  ککدلیی آن  

 .باش های مخی ب ضتوری میبزرانمایی مخی ب و جهت
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  های مختلف رشدیآمیزی غضروف و استخوان فیل ماهی در گروهمراحل مختلف رنگ :1جدول 

 های مختلف رشدیگروه 1 2 3

 سی ماهی روز پس  ز ک تیخ 8 -9 روز پس  ز ک تیخ 82 -01 روز پس  ز ک تیخ 12باوکت  ز 

 طلل کل میتمی ی 88 -02 میتمی ی 08 -09 میتمی ی 12و باوکت  ز  12

 م ب زمان هت متح ه

 آمیزی غضتوشرن  ساعت 01د یقه کا  12 ساعت 01د یقه کا  12 ساعت 01د یقه کا  12

 آمیزی  سیخل نرن  ساعت 02د یقه کا  12 ساعت 02د یقه کا  12 ساعت 02د یقه کا  12

 ساعت 82-01 ساعت 82-01 ساعت 01-82
زمان غضتوش و آمیزی همرن 

  سیخل ن

 بتیرن  د یقه 01 -02 د یقه 01 -02 د یقه 01 -02

 MgCl2ساعت مح لل  0 -80

 های مخی بدر غ ظت

ساعت مح لل  0 -80

MgCl2 های در غ ظت

 مخی ب

 در  MgCl2ساعت مح لل  0 -80

 های مخی بغ ظت
 سازیش اش

 ساعت مح لل آنزیمی 82 -02
ساعت مح لل  82 -02

 آنزیمی
 ساعت مح لل آنزیمی 82 -02

 

 

 های مختلف رشدیآمیزی غضروف و استخوان فیل ماهی در گروهنتایج رنگ :2جدول 

 های مختلف رشدیگروه 1 2 3

 سی ماهی روز پس  ز ک تیخ 8 -9 ز ک تیخروز پس   82 -01 روز پس  ز ک تیخ 12باوکت  ز 

 طلل کل میتمی ی 88 -02 میتمی ی 08 -09 میتمی ی 12و باوکت  ز  12

 م ب زمان هت متح ه

 آمیزی غضتوشرن  د یقه 12 د یقه 02 ساعت 01

 آمیزی  سیخل نرن  د یقه 12 ساعت 02 ساعت 02

 ساعت 82 ساعت 02 ساعت 01
وش و زمان غضتآمیزی همرن 

  سیخل ن

 بتیرن  د یقه 01 د یقه 12 د یقه 02

 ساعت مح لل آنزیمی 02
  12ساعت مح لل 80

 MgCl2می ی ملور 

  12ساعت مح لل  0

 MgCl2می ی ملور 
 سازیش اش
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نمونه : 4وضچه گلیسرول ح: 3ای اسکنر صفحه شیشه: 2سطح پایینی اسکنر : 1. سازی اسکنر جهت تصویر برداری با کیفیت بالادهآما :1شکل 

 سوزن نگهداری ثابت نمونه: 7شماره و مشخصات نمونه : 6کاغذ شطرنجی : 5ماهی 

 

 

 
 روزه 66ماهی بچه( 4)روزه؛  41ماهی بچه( 3)روزه؛  11لارو ( 2)لارو یک روزه؛ ( 1)آمیزی اسکلتی فیل ماهی در مراحل مختلف رشدی؛ رنگ :2شکل 

 

 

 بحث
ی حاضت، جهت مطالعده مت حدل ککدلینی    آمیزدسیلر لعمل رن 

 بدت ی ش ه   ر یه هایدسیلر لعمل، با کلجه به  سک یی تیل ماهی

، Uhlerو  Dingerkus)  ست سازی ش هبهینه ،ماهیان مخی ب

و  Taylor؛ Potthoff ،8911؛ Kim ،8911و  Park؛ 8922

Van Dyke ،8911 ؛Gavaia  ،؛ 0222و همکددار نWalker  و
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Kimmel ،0222). 

 دسیلر لعمل جهت دسییابی به بهیتیی در  یی کحقی   

مخی ب های ها و غ ظتمح لل وری درغلطه زمان، آمیزیرن 

بسیه به  ن  زه و  ،هاش ه در  سمت مل د و رو  ها، کلصیبآن

 کی یت و  ت ر اتتتلن و تطا متح ه ککلینی نملنه ملرد آزم

سیخل ن در غضتوش و   آمیزیرن ها بت ی آنمناسب  وکمیت

بهیتیی نیای   .دست آم های باتیی بهکنار ج لایتی  ز آسیب

متح ه ککلینی  1ها به دست آم  که نملنهآمیزی زمانی بهرن 

بهینه  یی دسیلر لعمل  ز  یی رو . کقسیم ش ن  8ج ول  طب 

بترسی  ر  بت ی سک یی  ساتیارهای سازیآماده مکان ش ه، 

 (.0 شکل)آورد   همماهیان تاویاری تت ها درآن

 ز  "های مخی ب غالبادر متح ه کثبیت در دسیلر لعمل

درص  تتمالیی تنثی ش ه در کتبناب ک سیم  82مح لل 

 هابا کلجه به  ن  زه نملنه ست که در  یی مطالعه ش ه  سی اده 

ها  سی اده تنثی ش ه جهت کثبیت نملنهدرص   1 ز مح لل 

ایتی  ست که متح ه آببیان کتده Potthoff (8911 ). ش 

آمیزی غضتوش بسیار مهم  ست تت  که مق  ر کم  بل  ز رن 

 ز سلی دیگت، . کن آمیزی غضتوش  یجاد مشکل میآب در رن 

Gavaia  دهی آبکه  ن  بیان د شیه( 0222)و همکار ن 

آمیزی آمیزی غضتوش در کی یت رن ها  بل  ز رن نملنه

ایتی و یا  نیقال مسیقیم لرد آبها منسبت به زمانی که نملنه

آمیزی ها با تتمالیی به مح لل رن  ز متح ه کثبیت نملنه

 یی ملضلع نیز در مطالعه  و  ثت ب بسیار مثبیی د رد غضتوش

 . حاضت ملرد کایی   ت ر اتتت

ها با آلسیان ب ل مشابه بعضی  ز م ب زمان  نکلباسیلن نملنه

، Potthoff) ها بلدلنهمطالعاب  نجام ش ه بت روی سایت ا

بت سا  پیشنهاد . (0222و همکار ن،  Gavaia؛ 8911

Gavaia  مح لل  لکل و ( 0222)و همکار نKOH  جهت

آمیزی غضتوش و ج لایتی سازی با ی مان ه مح لل رن تنثی

ملرد  سی اده  ت ر  یغضتوت -ی سیخل ن ساتیارهای  ز آسیب به

رتیی ک سیم و   یی ملضلع جهت ج لایتی  ز دست. اتتت

های  سیخل ن و در نییجه دسییابی به کی یت باوکت رن  باتت

 .رد ملرد  سی اده  ت ر اتتت یآلیز ری

 در متح ده   ،هدای مخی دب  کدتیی ک داوب بدیی دسدیلر لعمل    مهم

در مطالعه حاضت  یدی  . شلدسازی مشاه ه میبتی و ش اشرن 

کده بدا    آمیدزی  سدیخل ن  نجدام شد     متح ه  بل  ز متح ه رن 

، Uhlerو  Dingerkus ؛0222و همکدار ن،   Gavaia)مطالعاب 

 (Potthoff ،8911 ؛Van Dyke ،8911و  Taylor ؛8922

 هانملنههای دلیل  ز بیی بتدن رنگ  نه یی متح ه به. (0ج ول )

سداتیارهای  و مشداه ه د ید    شد اش  کصاویت  دست آوردنهو ب

 .مخی ب بسیار حائز  همیت  ستک یی  س

زمان رد هم یآلیز ری درها نملنه وریغلطه یش م ب زمان  تز

های های  سیخل نی نسبت به باتتبا  تز یش میز ن باتت

 یی  که( 0ج ول )در مطالعه حاضت مشاه ه ش  غضتوتی 

مطابقت د رد ولی با Potthoff (8911 )ملضلع با مطالعه 

که م ب زمان مشخصی ( 0222)و همکار ن  Gavaiaمطالعه 

ها  سی اده کتده  ست مغایتب بت ی کمامی نملنه( د یقه 12)

 . د رد

های در نهایت  سی اده  ز آنزیم کتیپسیی جهت هضم باتت

پتوکشینی و مشاه ه د ی  ساتیار  سک یی و غضتوتی بت ی 

که ، (0ج ول )بلد  مناسبروزای بسیار  00های باوکت  ز نملنه

 Gavaia) ش ه  ست  یی ملضلع در مطالعاب دیگت نیز  سی اده

دلیل آسیب کتیپسیی به بتتی مطالعاب به .(0222و همکار ن، 

 MgCl2جای  سی اده  ز کتیپسیی  ز به مخی بهای باتت

که  یی  (Kimmel ،7002و  Walker)  سی اده ش ه  ست

ملضلع در مطالعه حاضت ملرد آزملن  ت ر اتتت ولی کاثیت 

کت  ز های بزرگص نملنهتصلها بهسازی نملنهمناسبی در ش اش

   ولی در گتدینحاصل ناسبی م سازیش اش ایروز 10

روز، با ملتقیت ملرد  سی اده  ت ر  10کت  ز های کلت نملنه

 MgCl2می ی ملور  12در  یی مطالعه میز ن  (.0 شکل)اتتت 

های سازی تیل ماهی در نملنهبهیتیی نییجه ر  در ش اش

 Kimmel و  Walkerکه د شت مت ههبه میتمی ی 12 ز  کتکلت 

 ملور ر  بهیتیی غ ظت بت ی می ی 02میز ن  (2007)

 .(0ج ول ) سازی ماهی زبت  پیشنهاد د ده بلدن ش اش

 

 تشکر و قدردانی
 ز همکاری و زحماب مسلولیی و کارکنان محیتم  نسیییل 

کحقیقاب ماهیان تاویاری شهی  د دمان  سیان ایلان و 

کنان کارااه شهی  متجانی  سیان ا سیان کشکت مسلولیی و کار

 .اتددو   رد نی می
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Abstract 

Alcian blue-Alizarin red staining protocol during different growth stages of Beluga 

(Huso huso), as a model of sturgeon fishes, for skeletal ontogeny studies was prepared 

successfully. For an optimal staining protocol design both fish size and their 

morphological characteristics at each developmental stage were considered, since such 

parameters notably influence the staining of tissues. Three developmental windows were 

determined for an optimal staining procedure: (i) 11-20 mm, (ii) 29-30 mm, and (iii) 

more than 30 mm total length (TL).
 
Generally, for skeletal staining, alcian blue and 

alizarin Red are used for stain cartilage and bone respectively. The incubation times of 

the different solutions were adjusted to allow the stain penetration for revealing the 

integrity of cartilaginous and bony tissues without significant tissue degradation. Since it 

was possible to detect the first cartilaginous and mineralized structures in specimens as 

small as 11 and 20 mm TL, respectively, this procedure is a useful tool to study the 

sturgeon fishes skeletal ontogenesis, to precociously diagnose skeletal malformations in 

small larvae and eventually to better characterize the effect of different environmental 

and ⁄ or nutritional factors on the ossification status of specific skeletal components. 
 

 

Corresponding author
'
s email: asgarireza@yahoo.com 

 


